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Serotoninの生物学的定量法の吟味
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SHIGEHIRO OHOZU 
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まえがき
教室では多年生体内における微量活性物質につい
て研究を行っており， acetylcholine，histamine 
などについてはすでに 2，3の発表がある。しかし 
1949年KRapport によって化学構造が決定された
微量活性物質 serotonin(以下 5-HTと略記)の生
理作用についてはかなり研究されているがく7)(12)(14) 
(15)(16)(17うその生体内における役割についてはなお
十分明白らかでなく，その定量法についても検討すべ 
き点が多いので 5-HTの生物学的定量法について 
吟味を行った。 
実験方法 
I. 5-HT定量法 

使用した serotoninは Abbott社の 

5-hydroxytryptamine creatinine sulfate 
で，以下述べる濃度はすべて ζ の complexsalt 
の値である。此の複合物の活性分子は 5-hydroxy-
tryptamineの部分であり， 全体の 43.47%をしめ
ているので， complex saltの値を 2.3で割れば 
baseとしての濃度になる。其の他， 
acetylcholineは塩化アセチjレコリン(第一〉 
histamine は塩酸ヒスタミン (宝) 
adrenaline は塩酸エピレナミン(三共〉 
noradrenaline は塩酸ノルエピレナミン(三
共) 
atropine は硫酸アトロピン〈武田)
を使用し，すべて濃度は saltの値で示した。 
検定材料としてはモルモット回腸，ラット大腸，
ラット胃底部などを用い， Magnus法lとよりその 
感度を比較検討した。
(a) 摘出モルモット回腸による場合 
24時間絶食させたモルモットを殺して回腸を取
り出し， Tyrode液をみたした 10ccの bath中に 
入れ，一方の端を固定し，他端をへーベルにつなぎ，
動きを煤紙上に記録した。 bath中の Tyrode液は
つねに 350C Iζ?こもち，-rこえず気泡を通して酸素を
補給した。
(b) 摘出ラット大腸による場合 
24時間絶食させたラットを殺して盲腸に近い方
の結腸を取り出し，栄養液をみたした 10ccの bath
中に入れ，一方の端を固定し，他端をへ{ベルにつ
なぎ， 動きを煤紙上に記録した。栄養液としては 
Tyrode液あるいは塩化ナトリウム 9.0，塩化カリ
ウム 0.4，塩化カルシウム 0.03，重炭酸ナトリウム
0.15，葡萄糖 1.0gjlなる組成の Gaddum，Peart et 
Vogt(lO)のラット結腸 Ringerを用い，たえず気泡
を通して酸素を補給した。 bath中の栄養液の温度
は 350Cの時， 300Cの時， 240C の時の三つの場合
について実験した。 
(c) 摘出ラット胃底部による場合 
Vane(18)の方法を 2，3改変して用いた。すなわ
ち，雌雄をとわずラットの頭を打って殺し，開腹し
て胃を取り出し，胃底部のみを残して他を切りす 
て，次i乙小智lζ沿って胃底部を聞き，内容物を除去
し，縦走筋の走行に泊って切開を加えて長く糸状に
引きのばし標本を作った。乙れを栄養液をみたした
長さが約 8cmで内容が 10ccの円筒状のガラスの 
bath中に入れ，一方の端を固定し， 他端を糸で長
さ21.5cmのヘーベルにつなぎ，動きを煤紙上に記
録させた。栄養液としては，塩化ナトリウム 9.0，
塩化カリウム 0.42，塩化カルシウム 0.06，重炭酸ナ
トリウム 0.5，葡萄糖0.5gjlなる組成の Gaddum，
Peartet Vogt(10)のラット子宮 Ringerを用いた。
そして bath中の Ringerの温度をつねに 370C--
380C Iとたもち， たえず気泡を通して酸素を補給し
た。 
I. 組織からの 5-HTの抽出法 
組織からの 5-HTの抽出は Amin， Crawford 
et Gaddumの acetoneによる二重抽出法(1)(11)に
準じて行った。動物を殺して出来るだけ早く組織
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を取り出し，重量を測定してからビーカーに移し，特
級 acetoneを組織 19!ζっき 20ccの割合で加え，
組織をその特扱 acetoneの中で先の尖鋭な鋲でこ
まかく切り，室温下で 1時間の問時々ガラス棒で押
しつぶしてかき回した。それから acetone抽出液
をあらかじめ 5ccの95% acetoneで洗った東洋
瀦紙 No.51 A で櫨過した。穂過が経った時Ki慮
紙を 2cc の 95~合 acetone で、洗った。そして，不
溶性の残津K 95% acetoneを組織 19につき 20
ccの割合で加え，再び 30分の聞かき回し押しつぶ
して再抽出した。 ζの二回目の acetone抽出液を
前と同じ櫨紙で同様に漉過した。さらにビーカーと
残洋を 5ccの95% acetoneで二回洗って糖過し
た。そして，全部一緒にした櫨過液に 2ccの ethyl 
alcoholを加え，まわりの温度を 30 ~ 350C Kして
減圧下で蒸発させて乾燥させた。その残津に 1cc 
の水を加えてとかし，その中の脂質を除去する為lζ 
10 ~ 15 ccの石油エーテルで二回抽出し， 水溶性
の方の残停を 30，._.350Cで減圧下で蒸発させて乾燥
させた。その乾燥した抽出物を一晩 -40oCにして
保存して置き，翌日それを1.875ccの水に溶かし，
後述の 1:2K薄められた polyphenoloxidaseを
含む mushroom juice 0.625 ccを加えて全量 2.5cc 
kして定量を行った。 
111 polyphenoloxidaseの作成法 
mushroom (Psalliota campestris，はらたけ)
から Garven(11)の方法に準じて polyphenoloxidase 
(tyrosinase)を含む juiceを作った。 120gの新
鮮な mushroomを薄くきざんでから乳鉢へ入れて
約 10gの海砂と一緒に充分すりつぶし，天竺木綿
で包んで手でしぼって juiceをとった。此の juice
を一晩 50 Cの冷蔵庫の中へ放置して活性度を増加さ
せた。翌日それを硬質ガラスのアンプルに 0.5ccづ
つにわけ，真空ポンプで減圧して凍結乾燥させ， 
juiceが完全に乾燥してからアンプルを封じて使用
するまで 50 Cの冷蔵庫の中へ入れ
ておいた。使用に際しては，各ア
ンプル中の乾燥物を 1ccの水に
再び溶いて 1:2K薄め，其の0.625 
ccを前述の組織の acetone抽出
乾燥物の水溶液1.875cc R加え
?こ。
よる実験
私の実験では摘出モルモット回腸は 3X 10-8より
も高濃度の 5-HT!rよって収縮し， 敏感ではなか
った。 
1. 摘出ラット大腸による実験
私の実験では摘出ラット大腸は 3X 10-9よりも
高濃度の 5-HTによって収縮し， 10-7~ 10-61と反
応する場合が多かった。また，栄養液の温度が 350C
の場合には自発運動を生じ， 300Cでは自発運動が 
減少するが完全児は消失せず， 240C にすると全く
自発運動が見られなくなるが感度が落ちる傾向があ
った。
111. 摘出ラット胃底部による実験 
(a) 5-HT による反応
摘出ラット胃底部の縦走筋は 5-HTK敏感で，
ラットによる個体差も少なく， つねK 2 X10-9よ
りも低濃度の 5-HT1[より収縮した。1O-9~ 1O-10
で反応する場合が多いが，しばしば 1X 10-11で著
明に収縮した。時には 1X 10-12の 5-HTK反応す
ることさえあった。また， 同一濃度の 5-HTの反
復投与によりつねに比較的均一な反応を示し，さら 
lとまた濃度の階段的増加に比例して収縮高も階段的
にました〈図 1，2)。なお， 蒸溜水の投与では多く
の場合無反応であったが， 0.5cc以上の量で時K図 
11[示すようにわずかに収縮する ζともあった。 
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(b) histamine による反応 図 3
ラット胃底部の標本は histamine K 
敏感でなく， 10-9....10-8ではほとんど
反応せず， 10-7 でわずかに収縮する程
度であった(図 3)。 
(c) acetylcholine による反応
ラット胃底部の縦走筋は acetylcholi. 
ne R.もわりあい敏感で， 1 X 10-9で反
応する場合が多いが(図3，4)，しばし
j (ば 1 X 10-10で，時には 1 X 10-11で著明
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1/100 (図 4)のこともあつが，逆K 5-HTよりも 
acetylcholineの方に敏感なこともあった(図 5) 0
(d) atropine前処置の acetylcholine反応
および 5-:HT反応K及ぼす影響 
1 x 10→の atropineを前処置するとラット胃底
部の acetylcholine K対する感受性は著明に減少 
したが(図 5)，5-HT による反応は atropineKよ 
ってわずかに抑制されるのみでほとんど影響されな
かった(図 5，6)。
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(e) adrenalineまたは noradrenalineの 
5-HT反応K及ぼす影響
ラット胃底部の標本では， adrenalineまたは 
noradrenalineを5-HTと同時に投与すると 5-HT
による収縮が著明に減少した。すなわち 5cc中に 
5-HTのみ 500ngを含む溶液， 5 cc中氏 5-HT 
500ngと adrenaline3ρgとを含む溶液， 5cc中
氏 5-HT500 ngと noradrenaline 2.5μg とを含
む溶液のそれぞれ 0.1ccずつを 10ccの bath中
氏投与して比較して見たが， adrenalineまたは 
noradrenaline を含む後二者の収縮高は 5-HT単
独の約半分であった。 
(f) polyphenoloxidaseの adrenaline作用
または noradrenaline作用促及ぼす影響 
5-HTと adrenalineまたは noradrenalineと
の混液にあらかじめ polyphenoloxidase を含む 
mushroom juiceを加えておくと，ラット胃底部
標本における adrenaline または noradrenaline
による 5-HT反応の抑制作用が見られなくなった。
すなわち 5cc中に 5-HTのみ 500ngを含む溶液， 
5cc中K 5-HT 500 ngおよび adrenaline 3μg 
とアンプル入乾燥 mushroom juiceを1ccの水
にといたもの 1ccとを含む溶液， 5cc中に 5-HT 
500 ngおよび noradrenaline2.5 f1gと乾燥 mus-
hroom juice を 1ccの水にといたもの 1ccとを
含む溶液のそれぞれ 0.1ccずつを 10ccの bath
中に投与して比較して見たが，三者の収縮高はほぼ
同じであり， 5 cc中に 5-HT500 ngと adrenaline 
3pgとを含む溶液及び 5cc中に 5-HT500ngとnor-
adrenaline 2.5μgとを含む溶液のおのおの 0.1cc 
ずつを 10ccの bath 中民投与した場合のような
noradrenalineまたは noradrenalineによる 5・HT 
抑制作用はほとんど消失していた。其の場合，
mushroom juiceを5--'HTと adrenalineまたは
noradrenalineとの混液に加えてからラット胃底部
標本に作用させるまでの時間は数分後でも二十数分
後でも mushroomjuiceの効果にかわりがなかっ
た。なお，以上のラット胃底部標本による実験に先
立って八木一Hartungの方法によるガマ心臓に対
する adrenalineの作用を指標として mushroom 
juiceの効果をしらべたが，あらかじめ adrenaline
にこの juiceを加えておくと adrenalineの心臓
作用が見られなくなった。すなわち 5cc中比 adr・ 
enalineのみ 2.5μgを含む溶液および 5cc中k 
adrenaline 2.5μg とアンプル入乾燥 mushroom 
juiceを 1ccの水にとったもの 1ccとを含む溶液
のおのおの 0.2ccずつを投与して比較したが，後
者では前者i乙見られた adrenalineの心臓作用が全
く見られなかった。この場合， juiceの効果は混合
後7分でも 19分でも完全K現われていたが，混合
直後では adrenalineの作用が弱く出現した。 
(g) 組織中 5-HTの定量
ラットの胃を摘出し，胃底部のみ残して他を切り
すて， 内容物を除去してから秤量し， その 5-HT
を抽出し， polyphenoloxidaseを含む mushroom 
juiceをその抽出物に加えて後十数分以上八十分以
内にラット胃底部の縦走筋を使用する Vane法の
変法により 5-HTを定量した。 乙の際使用した栄
養液ラット子宮 RingerKはあらかじめ 10--7I乙な
るように atropineを添加しておいた。其の結果，
ラット胃底部の 5-HT含量は， 1.27 ng / g， 1.54 ng 
/g，1.25 ng/g，2.80 ng/gであり， 平均1.72ng/g 
こ。Tであっ 
総括および者按 
5-HTの定量法Kついては多くの報告があり，そ
れは小林(13)， Robson et Keele(7)などの綜説lζ示
されているよう K生物学的方法と化学的方法とに大
別されるが，生物学的方法は非常に敏感であり且つ
かなり簡単であるので，いまだに標準の定量法とさ
れている (2)。 そこで私は 5-HTの生物学的定量法
について 2，3の吟味を行った。
(1) 生物学的検定材料について
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5-HTの生物学的定量法には色々あるが(13)(15)(16)
〈17 検定材料としてはおもに発情期のラットの〉，
摘出子宮 (Ersparnerω; Arnin， Crawford et 
Gaddum(1))または摘出ラット大腸ぐDalgliesh， 
Toh et Work(3つが用いられている。ラットの発情
期の子宮は感度の点ですく守れているが，往々にして
均一な反応を示さないことがあり， 且つestrogen
で発情させても子宮の自発運動を失わない例が多
く，使用に耐えるのは 1/4程度であると報告されて
いるく九私は摘出モルモット回腸，摘出ラット大
腸， 摘出ラット胃底部などについて， Magnus法
によりその感度を比較検討したが，モルモット回Jl易
およびラット大腸は必ずしも 5-HTK敏感でなく，
ラット胃底部の縦走筋を使用する Vane法の変法
が最も敏感であり，つねに 2 xlO-9すなわち 2 ngl 
ccよりも低濃度の 5-HTK-しばしば 1x10-11 
すなわち 10 pgjccの 5-HTK，時l乙1X 10-12す
なわち 1pg/ccの 5-HT K反応することを認め
た。乙のラ.ット胃底部の縦走筋を使用する方法は，
(i)他の方法K比較して最も敏感であり， (ii)つね
にその反応は比較的均一で， (iii)雌雄を問わずl乙
使用出来，かつ個体差も少なく， (i v) ホルモン投
与絶食などの前処置を必要としないなどの利点があ
り， 5-HTの生物学的定量法として最も適当であろ
うと考える。 
(2) 5-HTの生物学的定量lζ影響する微量活性
物質について 
生体内には 5-HT以外に各種の微量活性物質が 
存在し，組織中の 5-HT定量に際してそれらの混
在が問題になるので， ζの点について吟味を行なっ
た。 
(a) substance P，カリウム塩， adenosine化
合物，脳下垂体後葉ホJレモン
私が用いた Amin，Crawford et Gaddumの 
5-HT抽出法(1)(11) v(より抽出すると， 乙れら四物
質は組織の不溶性の残拝中広残ってしまい acetone
抽出物の方には入って来ない(1)(11)ので 5-HTの定
量の際に問題とはならない。 
(b) histarnine 
ラットの胃底部は histamine に敏感でなく， 
Vaneはめは 4 X10-7~2 x10-sで収縮すると述べて
いるが， 私の実験でも 10-7すなわち 100ng/ccで 
わずかに収縮する程度であり，たとえ acetone拍 
出物中K histamine が混在していても 5-HTの 
定量にラットの胃底部を使用する限りは障害になら
ない。 
(c) acetylcholine 
Vane(18)はラットの胃底部の acetylcholineK対
する感度は常に 5-HTの約 1/10であると述べてい
るが，私の実験では， acetylcholine K対する感度
が 5-HT の約 1/10~約 1/100 である場合もあるが
必ずしも常に acetylcholineの反応は 5-HTの反
応よりも弱~"\とは限らず， acetylcholineの方によ
り敏感な場合もあった。そこで，ラットの胃底部の 
acetylcholine K対する感受性を鈍くする為K 
Vane(18)は hyoscinehydrobrornideを1O-. 7Kなる
ように bath中の栄養液K加えたが，私は atropine
を10-7すなわち 100 ng/ccになるように前処置す
ることにより acetylcho1ine の作用をほとんどお
さえる乙とが出来た。しかも ζの濃度の atropine
の前処置によっては 5-HTの作用はほとんど影響
されず， 10-11の 5-HTの作用もとくわずかK抑制
されるのみであった。それゆえ栄養液の中へあらか
じめ 10-7になるように atropine を添加しておい
てラットの胃底部で定量を行えば acetone抽出物
中氏混在する acetylcholineも 5-HTの定量に影
響を与えない。 
(d) adrenalineおよび noradrenaline 
Vane(18)はラットの胃底部で adrenalineまたは 
noradrenalineが 5-HTの作用を減弱する乙とを
認めているが， 私の実験でも adrenaline または
noradrenalineは5-HTの作用を抑制した。 Garven
(11)はウサギの色々の組織中の 5-HT含量を発情期
のラットの摘出子宮を用いて定量する際fC.，組織の
acetone抽出物中の adrenalineおよびロoradre-
nalineを polyphenoloxidaseを含む mushroorn 
juiceで酸化して除外したが，私は乙の Garvenの
方法記準じて rnushroomjuiceを作り，まず八木
一Hartungの方法によるガマ心臓を用いて， この 
juiceを adrenalinev乙加えると adrenalineの心
臓作用が見られなくなることをたしかめ，さらにラ
ットの胃底部で 5-HTと adrenalineまたは nor-
adrenaline との混液に rnushroomjuiceを加え
ると adrenalineまたは noradrenalineの 5-HT
抑制作用がなくなることを確認した。それゆえラッ
トの胃底部を使用して 5-HTを定量する際はも組
織の acetone抽出物にあらかじめ mushroom
juiceを作用させれば adrenalineおよび noradr・
enalineの混在Kよる影響を除くことが出来る。
以上のようにラット胃底部の縦走筋を使用する， 
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5-HTの定量の際に障害となる主な微量活性物質の
影響はほとんど除くことが出来た。
(3)ラット官底部の縦走筋を使用する Vane法の
変法による生体内 5-HTの定量結果について
Vane(18)はラット胃底部の縦走筋を使用する 5-HT
定量法について発表をしているにもかかわらず，実 
際の生体内 5-HT量の定量結果については記載が
ない。私はラットの胃底部が 5-HTK非常に敏感で
あるので，乙の部分を Amin，Crawford et Gaddum 
の 5-HT抽出法(1)(11)に準じて抽出し， mushroom 
juiceをあらかじめ作用させてから， Vane法の変
法により 5-HT量を定量してみたところ，平均 
1.72 ng/g (complex saltとして〉であった。種々
の動物の胃内の 5-HT含量については多くの報告
があり，その濃度は動物の種類により非常に差があ
ると言われているが， ラットの胃Kついては， 
Erspamer(5)(6)(7)が1.40μg/g(baseとして)と報
告している。また，同じ動物の胃でも場所により含
有量l乙差があり，たとえばウサギの胃については， 
Erspamer(6)(7)によれば体部 4.90μ gjg(base とし
て)，幽門部 0.85μ gjg(baseとして)， FeIdberg 
et Toh(8)によれば，体部粘膜7.5--10μ gjg (base 
として)，幽門部粘膜1.25μ gjg (baseとして〉で
あり，また犬の胃については， Feldberg et Toh仰
によれば， 体部粘膜 5μ gjg (baseとして)，幽門
部粘膜 8--10μ gjg(baseとして)であるが，ラッ
ト胃底部の 5-HT含量については報告されていな
い。私の測定では前記のようにきわめて微量であ
り， ζのζととラットの胃底部が 5-HT K非常に
敏感であることと関係があるかどうかは不明である
が興味あることと思う。
むすび 
5-HTの生物学的定量法について摘出モルモット
回腸，摘出ラット大腸，摘出ラット胃底部などを用
い， Magnus法により比較検討を行い，次の結果
を得た。
1. ラット胃底部の縦走筋を使用する Vane法
の変法が 5-HT K最も敏感であり， モルモット回
腸およびラット大腸は必ずしも敏感でなかった。 
2. ラット胃底部の標本は， つねに 5-HT K対
して比較的均一な反応を示し，雌雄を問わずK使用
出来，かつ個体差も少なく，ホルモン投与，絶食な
どの前処置を必要としない。 
3. ラット胃底部を使用する方法は，栄養液ラッ
ト子宮 Ringerにあらかじめ atropineを加えて
おき，定量直前に抽出物に polyphenoloxidaseを 
含む mushroom juiceを作用させれば，他の主な
微量活性物質の影響をうけずに 5-HTを定量し得 
る。
4. 乙れらにより 5-HTの生物学的定量法とし
てはラットの胃底部の縦走筋を使用する方法が最も
適当であると思う。
(本論文の要旨のー部は昭和 34年 11月 21日
第 36回千葉医学会総会において発表した。)
稿を終るにあたり，終始御懇篤な御指導と御
校閲を賜わった，恩師小林龍男教授に厚く御礼申
し上げます。
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